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【要旨】重症筋無力症患者の末梢血液中でのヘルパーT細胞タイプ1（以下Thl細胞）およびヘルパーT細
胞タイプ2（以下Th2細胞）バランス1）～4）に関し、健常者との比較および疾患活動性さらに治療効果との相
関について検討を行なった。末梢血CD4陽性T細胞を対象としてThl細胞において特異的発現が報告され
ているケモカインレセプターのCXCR35）、　CCR56）および代表的産生サイトカインである細胞内IFN一γ7）一’9）
を多重染色フローサイトメトリー（以下FCM）にて測定した。同様にTh2細胞についてCCR310）、　CCR411）
および細胞内IL－47）8）12）、　IL－107）8）13）を測定した。重症筋無力症患者と健常者においてThl細胞／Th2細胞バラ
ンス（以下Th　l／Th2ratio）の明らかな相違は認められなかったが、重症筋無力症患者の治療経過に伴なう
Th　l／Th2ratioの経時的検討において疾患活動性の低下に相関したTh　lシフトが認められた。そのため、重症
筋無力症における末梢血Th　l／Th2ratioの経時的測定は治療効果の指標および潜在的病勢の指標として有用
と考えられる。
はじめに
　重症筋無力症患者の治療では一般的に臨床症状以
外に抗アセチルコリンレセプター抗体（以下AChR）
の値の変動などにより治療効果を判定する14）～16）こと
が多い。しかしAChR陰性の重症筋無力症患者も存
在17）～20）し、治療効果の程度および薬剤の減量時期な
どについての判断が難しいことがある。このため臨床
病態をいっそう的確に反映する簡便な指標の存在19）20）
が望まれる。
　他方、近年急速に解明の進みつつあるケモカインお
よびケモカインレセプターに関する知見により、従来
は産生されるサイトカインパターンからretrosp㏄tive
に同定されていたTh　l細胞、　Th2細胞をそのケモカイ
ンレセプターの発現パターンにより比較的迅速に、か
つin　vivoに近い状態で解析することが可能となりつ
つある。
　重症筋無力症患者においても健常者と比較しての、
あるいは治療後のTh　l／Th2ratioの変化について検索
しえた範囲ではFCMを用いた検討においてはThl
細胞高発現ケモカインレセプターおよびTh2細胞高
発現ケモカインレセプターをおのおの単独で測定比
較した報告21）22）しかなく、従来の産生サイトカインパ
ターンによる測定に準じたより詳細かつ多面的な検
討が必要と考えられる。
　今回、重症筋無力症患者において健常者との比較お
よび疾患活動性との相関を検討するにあたり、Thl細
胞の指標としては発現特異性の報告されているケモ
カインレセプターCXCR3、　CCR5を、　Th2細胞の指標
としては同様にCCR3、　CCR4をCD4陽性リンパ球
を対象として同時に測定することにより各値の変動
を含め、それぞれの組み合わせによるTh　l／Th2ratio
（CXCR3／CCR3．　CCR5／CCR3．　CXCR3／CCR4．
CCR5／CCR4）について検索を行なった。またTh　l細
胞産生サイトカインとしてINF一γ、　Th2細胞産生サイ
トカインとしてIL－4、　IL・一10の測定およびサイトカイ
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ンの細胞内産生パターンにもとつくTh　l／Th2ratio
（rNF一γ／IL－4、　INF一γ／IL－10）を同時に検討したので併
せて報告する。
1対象および方法
　重症筋無力症患者10例（Table　l），対照として基礎
疾患を有しない健常者10例（男性6例、女性4例）に
てインフォームドコンセントを得て、ヘパリン付加末
梢全血を目的とする抗原に対する蛍光抗体（指標試
薬）を加えて検体を処理した後にFCMにて測定し
た。
　今回の測定に際して使用した蛍光抗体を以下に示
す。ケモカインレセプターについてはThl細胞のケモ
カインレセプターとして抗CXCR3（DAKO社）
CFS標識抗体およびPE標識抗体、抗CCR5（BD
PharMingen社）FITC標識抗体を使用した。　Th2細胞
のケモカインレセプターについては抗CCR3
（DAKO社）CFS標識抗体およびPE標識抗体、抗
CCR4（BD　PharMingen社）PE標識抗体を使用した。
細胞内サイトカインについてはThl細胞の産生サイ
トカインとして抗INF一γ（BD　PharMingen社）FITC
標識抗体を使用した。Th2細胞の産生サイトカインと
して抗IL－4（BD　PharMingen社）PE標識抗体、抗IL－
10（BD　PharMingen社）PE標識抗体を使用した。細
胞表面マーカーとして抗CD4（IMMUNOTECH社）
PC5標識抗体を使用した。
　ケモカインレセプターの測定については全検体に
ついて抗CD4（PC5）抗体を加えると同時に抗
CXCR3（CFS）／抗CCR3（PE）（以後CXCR3／CCR3
と略、以下も同様）、CXCR3（CFS）／CCR4（PE）、
CCR5　（FITC）／CCR3　（PE）x　CCR5　（FITC）／CCR4
（PE）の4種各抗体組み合わせの二重染色を追加しフ
ローサイトメーター（Becton　Dickinson社FACS
Calibur）にて解析を行なった。さらに上記のデータを
詳細に検討する目的で抗CD4染色に加えてCXCR3
（PE）／CCR5（FITC）のThl細胞ケモカインレセプ
ター抗体の二重染色を追加した検体およびCCR3
（CFS）／CCR4（PE）のTh2細胞ケモカインレセプ
ター抗体の二重染色を追加した検体の解析を同様に
行なった。解析を行なったすべての検体において各標
識蛍光色素のコントロール抗体を用いて必要な補正
を加え最終結果とした。
　1．測定に供する細胞の処理（細胞表面抗原）は以
下の手順で行なった。
1）ヘパリン付加末梢全血液に上記各組み合わせ
による抗ケモカインレセプターおよび抗CD4の蛍光
抗体により細胞表面染色を行なう。
　2）FACS　Lysing　Solutionにより、細胞表面の固定
および溶血を行なう。
　2．測定に供する細胞の処理（細胞表面抗原＋細胞
内抗原）は以下の手順で行なった。
　1）ヘパリン付加末梢全血液にRPMIを加え希釈
した検体にPMA（Phorbol　l　2－myrestate　l　3　Acetate），
Ionomycinを加えて37℃で4時間インキュベーショ
ンすることにより、抗原非特異的刺激を行ないサイト
カイン産生を促す。また同時にBrefeldin－Aを加える
ことにより、ゴルジ装置ヘサイトカインを蓄積させ
る。
Table．　1　Detail　of　myasthenia　gravis　patients　in　this　research．
Case Sex 　　　Disease　period　AChRAge　　　　（month）　（nmol／1） Therapy Complications
A Female 27 6 O．2 Steroid Hyperthyroidism
B Female 58 14 50．0 Steroid，　PlasmapheresisHyperthyroidism，　Thymoma
C Male 42 6 11．0 Steroid，　IVIg Thymoma
D Female 72 22 42．0 Steroid，　Tacrolimus，　IVIgDiabetes　Mellitus
E Female 40 72 O．2 Steroid，　Tacrolimus
F Male 62 91 8．0 Azanin Thymoma
G Female 33 62 22．0 Steroid，　Tacrolimus
H Male 44 25 41．0 Steroid，　Cicrosporin
1 Female 38 196 14．0 Steroid，　Tacrolimus
J Male 28 163 2．3 Steroid
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　2）抗CD4の蛍光抗体により細胞表面染色を行な
う。
　3）FACS　Lysing　Solutionにより、細胞表面の固定
および溶血処理を行なう。
4）FACS　Permeabilizing　Solutionにより、細胞膜
透過処理を行なう。
　5）各抗サイトカインの蛍光抗体により、細胞内染
色を行なう。
上記の手順で検体を処理後、FCMによりCD4陽性リ
ンパ球集団1，㎜個をgatingし、前述の各抗体の組み
合わせにおいてdotplotgramで細胞集団を表示し
quadrantstatにて解析を行ない、全CD4陽性リンパ球
に対する各細胞集団の割合を計算した。この際、Thl／
Th2ratio関連の測定では細胞内サイトカイン解析に
おいて典型的にみられるごとくdouble　positive区画
の細胞はThO細胞である可能性も含めて純粋なTh　l
細胞およびTh2細胞としてのカウントから除外する
ことが一般的である。このため暫定的ではあるが本研
究においては特に断りのないかぎりsingle　positive区
画の細胞集団のみをおのおのThl細胞およびTh2細
胞ないしそれらに準ずる細胞集団としてカウントし
た（Fig．1）。またTh　l／Th2ratio以外の抗体の組み合わ
せにおいても原則的に同様な解析を行なった。
II結 果
　1．重症筋無力症患者と健常者とのケモカインレセ
　　　プター発現比率
　Th　l細胞のケモカインレセプターであるCXCR3，
CCR5について、　Th2細胞のケモカインレセプターで
あるCCR3、　CCR4についての各値はStudent’s　t－test
およびMann－Whitney’s　U－test　lこよる検定を行なった
が、重症筋無力症患者と健常者では有意差は認めな
かった（Fig．2）。（Th2細胞のケモカインレセプターで
あるCCR3については今回の測定においては重症筋
無力症患者、健常者ともにCD4陽性リンパ球中の0
～1％程度とほとんど発現していなかったため、この
表を含め以後のデータから除外した。）
　Thl／Th2ratioに関してCXCR3／CCR4、　CCR5／
CCR4の発現比率について、またThl細胞のケモカイ
ンレセプター発現パターンに関してCXCR3／CCR5、
Th2細胞のケモカインレセプター発現パターンに関
してCCR3／CCR4についてもStudent’s　t－testおよび
Mann－Whitney’s　U－test　lこよる検定にて検討を行なっ
た。重症筋無力症患者と健常者問で比較するとThl／
Th2ratioについてはCXCR4／CCR3、　CXCR3／CCR4、
CCR5／CCR3、　CCR5／CCR4のいずれも両群問に有意
差を認めなかった。またThl細胞およびTh2細胞に
おけるケモカインレセプター発現パターンの検討で
もCCR5／CXCR3、　CCR3／CCR4において両群問では
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Fig．1　Measurement　of　chemokine　receptor　by　using　Flow　Cytometry　（FCM）．
　　　lower　right　（LR）：　CCR5　positive　and　CCR4　negative：　This　group　is　considered　Th　l　cell
　　　upper　left　（UL）：　CCR5　negative　and　CCR4　positive：　This　group　is　considered　Th2　cell
　　　upper　right　（UR）：　CCR5　positive　and　CCR4　positive：　This　group　is　considered　ThO　cell
　　　lower　left　（LL）：　CCR5　negative　and　CCR4　negative：　Other　group
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Fig．　3　Comparison　between　chemokine　receptor　ratio　（CXCR3／CCR4，　CCR5／CCR4　and　CCR5／CXCR3）　ofmyasthenia　gravis
　　　patients　and　controls．
有意差は認めなかった（Fig．3）。
　2．重症筋無力症患者における治療経過との相関
　今回、検討を行なった5症例においては各指標に関
して治療前後にかけて経時的に追跡を行ない、その各
時点での臨床症状、疾患活動性マーカー（AChR）と
の比較を試みた。
　症例A：治療前は全方向への高度の眼球運動障害
および右側優位の眼瞼下垂を認めていた。胸腺摘出術
およびプレドニゾロン内服加療（最大100mg隔日投
与）により、4週間後には両眼の外側への軽度の眼球
運動障害を認めるのみの状態にまで改善した。臨床症
状改善時のケモカインレセプター発現比率による
Th　l／Th2ratio（CCR5／CCR4）は上昇しており、　Th　l
方向へのシフトを示した。臨床経過では症状が安定し
ていたためにプレドニゾロン40mg隔日投与にまで
減量した6週間後の時点で再度眼球運動障害、眼瞼下
垂が出現し、臨床症状増悪が認めた。その時期（8週間
後）にはTh2方向へのシフト（CCR5／CCR4の低下）
を認めた。臨床症状増悪のため8週間後よりプレドニ
ゾロン増量したところ、眼球運動障害、眼瞼下垂の症
状は改善した。その後は症状の再増悪を予防するため
プレドニゾロン緩徐減量することにより症状増悪は
認めなかった。症状改善に伴ない12週後、16週後には
Th　l／Th2ratio（CCR5／CCR4）の上昇を認め、　Thl方
（4）
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Fig．　4　Case　A：　Changes　in　chemokine　receptors　（CCR5　and　CCR4）　and　the　Th　l／Th2ratio　（CCR5／CCR4）　with　therapy．
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Fig．　5　Case　B：　Changes　in　chemokine　receptors　（CCR5　and　CCR4），　AChR　and　the　Th　1／Th2ratio　（CCR5／CCR4）　with　therapy．
向へのシフトを示した（Fig．4）。（症例Aにおいて
AChRは全経過中陰性のため表から除外した。）
　症例B：プレドニゾロン25mg隔日内服にてフォ
ローされていたが経過中に球麻痺、四肢筋力低下が増
悪したため、免疫吸着療法を計5回隔日で行なうとと
もにメチルプレドニゾロン1，000mgによるステロイ
ドパルス療法を3日間行なった後にプレドニゾロン
40mg連日内服から漸減していった。ステロイドパル
ス療法および免疫吸着療法終了時（10日後）には球
麻痺、四肢筋力低下などの症状は著明に改善し、プレ
ドニゾロン内服漸減中も再増悪は認めなかった。入院
時のAChRの値は50　nmol／1と高値であったが免疫
吸着療法、ステロイド（メチルプレドニゾロンによる
パルス療法、プレドニゾロン内服）による治療によ
り、2週間後には17nmol／1，4週間後には16nmol／1
にまで低下したが、その後は症状の増悪を認めないに
も関わらず、8週間後には20nmol／1にまで上昇して
いた。ケモカインレセプター発現比率は免疫吸着療
法、ステロイド（メチルプレドニゾロンによるパルス
療法、プレドニゾロン内服）により症状が改善すると
ともにTh　l／Th2ratio（CCR5／CCR4）の上昇を認め、
Thl方向へのシフトを示した。しかし10週間後頃よ
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Fig．6　Case　C，　D　and　E：　Changes　in　the　Th　l／Th2ratio　（CCR5／CCR4）　with　therapy．
40
30
ぎ、。
o
10
o
o 2week 4week 6week 8week 10week 12week 14week
　　　　　　　　　　　十Case　C　一〇一　Case　D　一Case　E
Fig．7　Case　C，　D　and　E：　Changes　in　chemokine　receptors　（CCR5）　with　therapy．
り治療前と比較すると軽度ではあったが構音障害、嚥
下障害などの球症状が再度出現し、12週間後の臨床症
状再増悪時にはccR5／ccR4の低下を認めた（Fig．
5）o
　症例C：眼瞼下垂、複視などの症状を治療前に認め
ていたが、胸腺摘出術、大量免疫グロブリン療法（以
下IVIg）、ステロイドなどの治療により、症状は約1週
間後には消失。その後の経過中に症状増悪を認めな
かった。Th　l／Th2ratio（CCR5／CCR4）の値も治療前
は0，46であったが臨床症状改善に伴ない上昇し、6週
間後には0．77に上昇した。その後も0．79、0．75と横ば
いの値を取り臨床症状と共に安定していた。
　症例D：プレドニゾロン、免疫抑制剤（タクロリム
ス）による治療により経過していたが、全身筋力低下
が出現したためにIVIgを施行した。治療により臨床
症状は改善し、5週間後の時点までTh　l／Th2ratio
（CCR5／CCR4）の値も0．51からL58にまで徐々に上
昇した。しかし9週間後の時点では症状の増悪は認め
ないもののCCR5／CCR4の値は1．42と軽度低下を認
め、12週間後の時点ではCCR5／CCR4の値は0．98と
更に低下した。この時点でも明らかな臨床症状の増悪
を認めていなかったが、その1週間後にあたる13週
間後に再び全身筋力低下が再度出現した。
　症例E：プレドニゾロン、免疫抑制剤（タクロリム
（6）
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Fig．9　Case　A，　B，　C，　D　and　E：　Changes　in　chemokine　receptors　（CCR5　alone）　with　therapy．
ス）による治療においても臨床症状の増悪および改
善などの変化はほとんど認めず、CCR5／CCR4の値も
明らかな変動は認められなかった。
　上記のように症例C、D、　EにおいてもThl／
Th2ratio（CCR5／CCR4）およびCCR5は臨床症状と
相関して変動した（Fig，6，7）。しかしcxcR3／ccR4
によるTh　1／Th2ratioにおいては同様に5症例で検討
したが、臨床症状の変化と相関した変動は認められな
かった（Fig．8）。また5症例のTh　1／Th2ratioの検討に
際しては同様に末梢血CD4陽性リンパ球を対象に
Th　1細胞産生サイトカインとしてrNF一γ、　Th2細胞産
生サイトカインとしてIL－4、　IL－10を指標として用い
てTh　1／Th2ratio（rNF一γ／IL－4、　rNF一γ／IL－10）を従来
の検査法に準じ検討したが、臨床症状の変化と相関し
た変動は認められなかった。さらに産生サイトカイン
の検討に際してはmitogen刺激を加えた検体上清を
用いてELIZA法にてrNF一γ、　IL－4、　IL－10を測定した
が同様に有意な結果は認めなかった。
III考 察
　重症筋無力症患者の末梢血液におけるCD4陽性リ
ンパ球を対象としてThl細胞に特異的発現が報告さ
れているケモカインレセプターであるCCR5および
Th2細胞特異的発現が報告されているケモカインレ
（7）
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セプターであるCCR4をFCMにて多重染色を施し
測定を行なった。Thl／Th2ratio（CCR5／CCR4）の値
は今回検討した全ての重症筋無力症患者において臨
床症状と相関関係を示し、臨床症状の改善に従いThl
細胞側へのシフト（CCR5／CCR4の値の上昇）、増悪
に従いTh2細胞側へのシフト（CCR5／CCR4の値の
低下）が認められた。症例Bにおいては重症筋無力症
の抗体であるAChRが経過中に徐々に上昇している
にも関わらず、臨床症状的には特に増悪を認めない時
期があり、この期間Th　l／Th2ratio（CCR5／CCR4）は
変化を示さなかった。しかし臨床症状が再増悪してき
た時期においてはTh　l／Th2ratio（CCR5／CCR4）の
低下＝Th2細胞へのシフトが認められた。症例Dでは
経過中はTh　l／Th2ratio（CCR5／CCR4）の値は臨床
症状の改善とともに徐々に上昇したが、途中で臨床症
状の増悪を認めない時期においてTh　l／Th2ratio
（CCR5／CCR4）の低下＝Th2細胞へのシフトを認め
た。しかし、この測定の1週間後には臨床症の状増悪
を認めた。これらの例からTh　l／Th2ratio（CCR5／
CCR4）の値は以下の事実を示唆する。
　1．AChR陽性の重症筋無力症患者の場合でも症
例によってはAChRの値以上に病勢を反映する可能
性がある。
　2．臨床症状的に増悪所見を認めるよりも早期に潜
在的病勢を指示する可能性がある。
　さらにTh　l細胞マーカーとしてCCR5を用いた
我々の検討では多重染色FCMにおけるCCR5（sin－
gle　positive）の値が臨床症状と相関して変動し、　dou－
ble　positive領域を含んだCCR5陽性細胞全体のヘル
パーT細胞に対する比率は明らかな相関関係を認め
なかった（Fig．　9）。この結果よりCCR5単独および
CCR4単独測定の組み合わせによる検討のみでは重
症筋無力症の病勢を判断することは困難と考えられ、
治療効果の指標および潜在的病勢の指標として多重
染色を用いたCCR5／CCR4同時測定によるThl／
Th2ratioの有効性が示唆される。ただし症例Aおよび
症例Bは甲状腺機i能充進症（Basedow病）を合併して
おりBasedow病におけるTh　l／Th2バランスの異常を
示唆する報告23）・24）も存在することおよび同時に測定
を行なったTh　l／Th2ratioを反映するとされる他の
マーカーにおいて、細胞内サイトカインの検討も含め
て有意な所見を得られなかったため、CCR5／CCR4値
の変化が複雑で動的なケモカイン、サイトカイン、ケ
モカインレセプター、サイトカインレセプターのネッ
トワークの中でTh　l／Th2ratioをどのように反映して
いるのかということについては慎重な解析と基礎的
な検討が必要と思われる。また胸腺摘出術前の重症筋
無力症での末梢血中のTh　l／Th2ratio（CXCR3／
CCR3）の値が健常者と比較して三値であり、胸腺摘
出術あるいは胸腺摘出術と免疫抑制剤の併用により
Th　l／Th2ratio（CXCR3／CCR3）の上昇を認めたとい
う報告22）がある。しかし、今回の検討では治療による
臨床症状の改善に伴うTh　l／Th2ratioの上昇は認めた
が XCR3／CCR3ではなく、CCR5／CCR4による
Th1／Th2ratioであった。これはこの報告がCXCR3、
C R3の単独測定による結果から検討したTh　l／
Th2ratioであるということおよび今回検討した症例
は10例中9例が胸腺摘出術を施行されており、胸腺
摘出術以外の治療法も含めた検討であったことも関
係している可能性がある。そのため、今後は胸腺摘出
前後のCCR5／CCR4の多重染色による同時測定によ
る比較検討も必要と考えられる。
IV結 論
　重症筋無力症患者群における末梢血Th　l／Th2ratio
（CCR5／CCR4）は臨床症状の改善につれて上昇（細
胞性免疫優位傾向へ変移）し、臨床症状の増悪により
低下（液性免疫優位傾向へ変移）した。そのためこれ
らの値の経時的測定はこの疾患の経過を追っていく
場合に有効であると考えられた。
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Balance　between　Th　l　cells　and　Th2　cells　and　changes　with
treatmentin　myasthenia　gravis　patients
Yasuyuki　MORIHARA，　Takashi　ARAKAWA，
　　　　　Hiroya　UTSUMI，　Tohru　HAYASHI
The　Third　Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　University　Hospital
Abstract
　　Regarding　the　balance　between　type　1　helper　T　cells　（hereinafter　referred　to　as　Th　1　cell）　and　type　2　helper　T　cells　（hereinafter
referred　to　as　Th2　cell）　in　peripheral　blood　in　myasthenia　gravis　patients，　we　compared　the　cells　against　healthy　persons，　and
studied　the　disease　activity　and　correlation　with　treatment．　Regarding　peripheral　blood　CD4－positive　T　cells，　CXCR3　and
CCR5，　which　are　chemokine　receptors　reported　to　be　specifically　expressed　in　Th　l　cells，　and　a　representative　production
cytokine：　intracellular　I　FN－7　was　measured　by　multiple　stain　flow　cytometry　（hereinafter　referred　to　as　FCM）．　Similarly，
CCR3，　CCR4，　and　intracellular　IL－4　and　IL－10　were　measured　in　Th2　cells．　No　clear　difference　was　noted　regarding　the
balance　between　Th　l　cells　and　Th2　cells　（hereinafter　referred　to　as　Th　l／Th2　ratio）　between　myasthenia　gravis　patients　and
healthy　people．　ln　the　study　over　time　on　the　Th　1／Th2　ratio　accompanying　the　treatment　course　in　myasthenia　gravis　patients，
a　Th　l　shift　in　correlation　with　lowering　of　disease　activity　was　noted．　Over－time　measurement　of　the　peripheral　blood　Th　l／
Th2　ratio　in　myasthenia　gravis　is　considered　usefu1　as　an　index　for　treatment　effect，　and　also　as　an　index　of　latent　condition
of　disease．
〈Key　words＞Myasthenia　gravis，　Th　l／Th2ratio，　Chemokine　receptor
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